بررسی مقاومت دارویی سویه های E.coli  جدا شده از عفونت های ادراری در شهر ایلام –ایرج پاکزاد و همکاران[image: image1.wmf]%
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مقدمه 

عفونت های مجاری ادراری در همه گروه​های سنی اتفاق می​افتد،(1). و به وسیله تعداد زیادی از پاتوژن هایی که دارای الگوهـــای حســــاسیـت آنتی بیوتیکی متفاوت می​باشند، به وجود می آیند. در تمام دنیا هنوز E.coli میکروارگانیسم غــالب در عفونت های ادراری است و 70-30درصـد موارد عفونت های ادراری را ایجاد می کند،(2). اصولاً بعد از تشخیص عفونت ادراری و عامل ایجاد کننده آن و قبل از شروع درمان،انجام تست حساسیت آنتی بیوتیکی پیشنهاد می​گردد،(5-3). ژن های مقاومت غالباً در پلاسمیدها یا عناصر خارج کروموزومی قرار دارند که مستقل از کروموزوم باکتری همانند سازی می کنند. با استخراج پلاسمید ها و بررسی الگوهای پلاسمیدی نیز می توان پلاسمیــــدهای مرتبط با مقــــاومت به آنتی بیوتیک ها را شناسایی کرد،(6). هدف ما از این مطالعه بررسی الگوی  مقاومت دارویی و الگوی پروفایل پلاسمیدی ایزولــــه های ادراری E.coli جمع آوری شده از آزمایشگــاه های شهــر ایــــلام می باشد.  

مواد و روش ها 

کشـــت نمونه های ادرار میانه ارجاع شده به آزمایشگاه های شهر ایلام انجـــام گردید،(8-7). کشت ها خالصی که دارای بیش از 105 کلونی بود(و از نظر سیتولوژی بیش از 5 WBC/hpf) به عنوان کشت مثبت در نظر گرفته شد،(9). باکتری ها طبق جداول استاندارد تشخیصی به عنوان باکتری E.coli شناخته شدند.(11-10)
    تعیین حساسیت آنتی بیوتیکی: بررسی مقاومت دارویی سویه​ها به روش دیسک دیفیوژن و با استفاده از روش کربی بائر بر روی محیط کشت مولر هینتون(مرک آلمان)انجام گرفت.(12)
     استخراج پلاسمید: با استفاده از کیت استخراج پلاسمید(شرکت کیاژن) پلاسمیدهای صد نمونه E.coli استخراج شده و محصول استخراج در ژل آگاروز 1درصد الکتروفورز شد،(14). و به وسیله دستگاه gel document از ژل ها عکس برداری،(15). سپس با استفاده از آمارهای توصیفی فراوانی و درصد، درصد مقاومت صد نمونه E.coli به آنتی بیوتیک ها را به دست آمد و به وسیله نرم افزارspss15/5  با استفاده از آمار تحلیلی ضریب همبستگی پیرسون که در آن  
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 و N=100 می باشد رابطه پلاسمیدهای استخراج شده با مقاومت به آنتی بیوتیک ها بررسی شد، سپس با استفاده از آزمون مقایسه ای کای اسکور نتایج این تحقیق با سایر مطالعات انجام شده مقایسه شد.  

یافته​های پژوهش
       بعد از انجام آنتی بیوگرام نتایج به دست آمده از مقاومـــت صـــد نمونــه بــــاکتریE.coli  به آنتی بیوتیک های مورد مطالعه به قرار زیر بوده است: آموکسی سیلین 81 درصد، تتراسایکلین 64 درصد، سیپروفلوکساسین 21درصد، سفتازیدیم 16درصد، سفپیم16درصد، توبرامایسین15درصد، سفتریاکسون15 درصد، کوتریموکسازول 15درصد، جنتامیسین12درصد، نیتروفورانتوئین5 درصد،آمیــــکاسین 1 درصــد و آنتی بیوتیک مروپنم که همه صد نمونه به آن حساس بودند. مقاومت سویه ها به آنتی بیوتیک های مختلف در ده گروه، گروه بندی شد. صد نمونه E.coli دارای 36 نوع پلاسمید مختلف بودند. که پلاسمیدهای استخراج شده با توجه به وزن و وجود در سویه های مختلف در 11 گروه، تیپ بندی شدند. که تعداد این باندها در هر نمونه از یک تا هشت باند متفاوت بود،(تصویر-1). پلاسمید 21226جفت بازی در 88 درصد از نمونه ها وجود داشت. پلاسمید 21226 جفت بازی به عنوان مقاومت به آنتی بیوتیک های آموکسی سیلین و تتراسایکلین شناخته شد. و با استفاده از آمار استنباطی ضریب همبستگی پیرسون رابطه پلاسمیدهای دیگر با مقاومت به آنتی بیوتیک ها سفپیم، سفتازیدیم، کوتریموکسازول، جنتامیسین، سیپروفلوکساسین به دست آمد. پلاسمید های استخراج شده هیچ ارتباطی با مقاومت به آنتی بیوتیک های سفتریاکسون، آمیکاسین و نیتروفورانتوئین ندارند.

بحث و نتیجه​گیری 

     یکی از معمولی ترین تشخیص هــــای پزشکی عفونت های مجرای ادراری می باشد،(16). با توجه به مطالعاتی که دکتر امامی و همکاران در دانشگاه علوم پزشکی اصفهــــان،(17). دکتر مقدم نیا و همکاران در دانشگاه علوم پزشکی بابل در سال 1378 شمسی،(18). در مطالعه ای در palma یونان سال 1992 میلادی،(19). و احمد و همکاران در بیمارستان شاه فهد عربستان در سال 1995 میلادی،(20). انجام دادند باکتری E.coli به ترتیب 81/65 درصد، 4/58 درصد، 68 درصد و 2/50 درصد مهمترین عــامل عفونت های ادراری را تشکیل می دهد،(18). در مطالعات دیگر که توسط دکتر مقدم نیا و همکاران،(18). و الشهابی و همکاران،(6). انجام شد مقاومت نسبت به آنتی بیوتیک کوتریموکسازول در بابل، اصفهان، تهران و اردن به ترتیب 6/77 ، 2/63 و 77/62درصد می باشد که با توجه به درصد مقاومت به این آنتی بیوتیک در شهر ایلام که 15 درصد می باشد بین نتایج آن تحقیقات و این مطالعه با توجه به آزمون مقایسه ای کای اسکور اختلاف وجود دارد. در تحقیقاتی که توسط دکتر کرباسی زاده و همکاران،(21). و الشهابی و همکاران،(6). در  تهران و اردن انجام شد میزان مقاومت به تتراسایکلین 3/53 و 74 درصد بوده است که این درصد در شهر ایلام برابر با 64 می باشد که با توجه به آزمون کای اسکور بین این نتایج اختلافی وجود ندارد. در مطالعه دکتر کرباسی زاده و همکاران در  شهر تهران،(21). مقاومت به سیپروفلوکساسین 20 درصد و در شهر ایلام برابر با 21 درصد و می باشد که بین این دو نتیجه اختلافی وجود ندارد. در مطالعه دکتر مقدم نیا و همکاران در شهر بابل،(18). مقاومت باکتری E.coli جدا شده از عفـــــونت ادراری نسبــت به آنتی بیوتیک توبرامایسین 1/20 درصد و در این تحقیق 15 درصد می باشد که اختلافی بین این نتایج وجود ندارد. مقاومت ایجاد شده علیه آنتی بیوتیک جنتامیسین در بابل،(18). تهران،(21). و اردن،(6). به ترتیب 6/9، 9/19، 3/13 و 48 درصد می باشد که با توجه به درصد مقاومت به این آنتی بیوتیک در شهر ایلام که 12 درصد می باشد نتایج اصفهان، بابل و تهران با ایلام مشابه با اردن متفاوت است. 

در مورد مقاومت به آنتی بیوتیک نیتروفورانتوئین در مطالعاتی که در اصفهان،(17). بابل،(18). و اردن،(6). انجام شد میزان مقاومت به ترتیب 7/15،8/89 و24درصــد می باشد که با توجه به نتیجه این تحقیق که 5 درصد می باشد، متفاوت می باشند. مقاومت به آنتی بیوتیک آمیکاسین در شهر بابل 2/10 درصد بوده است،(18). که در مقایسه با نتیجه مقاومت به آنتی بیوتیک در شهر ایلام متفاوت می باشد. 

نتیجه مقاومت به آنتی بیوتیک آموکسی سیلین در کشور اردن 77 درصد بوده است،(6). اما در شهر ایلام این درصد برابر 81 می باشد که با توجه به آزمون مقایسه ای کای اسکور این دو نتیجه مشابه می باشد. ثابت شده است در اکثر موارد به واسطــه استـــفاده بی رویه از آنتی بیوتیک ها، شاهد موارد زیادی از مقاومت داروئی در پاتوژن ها باشیم که این خود سبب عدم موفقیت در درمان و پیدایش بسیاری از عوارض علی رغم صرف هزینه های هنگفت درمانی می گردد. مقاومت داروئی نسبت به آنتی بیوتیک ها در مناطق مختلف ایــــران و جهان به دلیل تغییرات ژنتیکی در سویه های ایجاد کننده و تفاوت در میزان مــصرف آنتی بیوتیک ها و وجود اختلاف در میزان دسترسی به آنتی بیوتیک های وسیع الطیف و جــدید متفـــاوت می باشند(17).در مطالعه کشور اردن،(6). پلاسمید28000 جفت بازی در 67 درصد نمونه وجود داشت که با مقـــاومت ایجــــاد شده نسبـــت به آنتی بیوتیک های آمپی سیلین، تتراسایکلین و کوتریموکسازول ارتباط داشت و در این تحقیق با توجه به مقایسه و بررسی گروه اول، دوم و سوم مقاومت به آنتی بیوتیک ها با گروه اول تیپ بندی پلاسمیدها،پلاسمید 2126 جفت بازی عامل مقاومت به تتراسایکلین و آموکسی سیلین می باشد.در بررسی و مقایسه گروه اول الگوهای مقاومت به آنتی بیوتیک ها که شامل مقاومت به آموکسی سیلین می باشد، با گروه اول الگوی پلاسمیدی که شامل سویه هایی است که تنها دارای پلاسمید 21226 جفت بازی می باشند با توجه به این که از 16 سویه که تنها مقاومت به آموکسی سیلین را دارند، 11 سویه از آن ها فقط دارای پلاسمید 21226 جفت بازی و 3 سویه نیز دارای این پلاسمید در بین پلاسمیدهای خود می باشند می توان گفت که پلاسمید 21226 جفت بازی عامل مقاومت به آموکسی سیلین در سویه های مذکور می باشد.

     در بررسی و مقایسه گروه سوم الگوهای مقاومت به آنتی بیوتیک ها که شامل مقاومت به تتـــراسایکلین می باشد با گروه اول الگوهای پلاسمیدی نشان داد از 5 سویه که تنها به تتراسایکلین مقاوم بودند 3 سویه فقط دارای پلاسمید 21226 جفت بــازی بودند پس می توان گفت که این پلاسمید با مقاومت به تتراسایکلین نیز می تواند ارتباط داشته باشد. در مقایسه گروه دوم الگوهای مقاومت به آنتی بیوتیک ها که شامل مقاومت آموکسی سیلین و تتراسایکلین می باشد با گروه اول الگوهای پلاسمیدی نشان داد،از 30 سویه که دارای مقاومت به آموکسی سیلین و تتـراسایکلین می باشند 12 سویه فقط دارای پلاسمید 21226 جفت بازی می باشند و 11 سویه نیز دارای این پلاسمید در بین پلاسمیدهای خود می باشند پس می توان گفت پلاسمید 21226 جفت بازی عامل مقـــاومت به 2 آنتی بیوتیک آموکسی سیلین و تتراسایکلین می باشد. بعد از بررسی رابطه پلاسمیدها با استفاده از ضریب همبستگی پیرسون با مقاومت به آنتی بیوتیک های مورد مطالعه و در نظر گرفتن بیشترین ضریب همبستگی و معنی دار بودن رابطه پلاسمید ها با مقاومت به آنتی بیوتیک ها مشخص گردید که احتمالاً عامل یا عاملین مقاومت به آنتی بیوتیک های سفپیم پلاسمیدهای2300 جفت بازی،20000جفت بازی، سفتازیدیم پلاسمیدهای 2300جفت بازی،20000جفت بازی،کوتریموکسازول پلاسمید 1650جفت بازی، جنتامیسین پلاسمید831جفت بازی و سیپروفلوکساسین پلاسمید 947 جفت بازیمی باشند که در این میان پلاسمیدها2300 و جفت بازی 20000عامل مقاومت به دو آنتی بیوتیک، سفپیم و سفتازیدیم می باشند. 
     در این مطالعه به نظر می رسد آنتی بیوتیک مــروپنم که تمامی صد نمونه به آن حساس بودند. آمیکــــــاسین (1درصدمقاوم)، نیتروفورانتــوئین(5درصد مقاوم)و جنتامیسیـــن(12درصد مقـــــاوم) بهتــــرین آنتـــــی بیوتیک ها برای درمان این عفــــــونت در این منطقــه می باشند.
 

تصویر 1. ژل آگارز پلاسمیدهای تیپ بندی شده سویه ها دارای یک تا 8 باند پلاسمیدی بودند و با توجه به وجود پلاسمیدها در هر سویه با وزن مولکولی در 11 گروه تیپ بندی شدند.
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Abstract
Introduction: Assessment  of antimicrobial resistance patterns and plasmid profile of 100 uropathogeic E. coli isolated from outpatient with UTI in Ilam(western Iran)  was designed as the goal of our research .
Materials & Methods: Urinary samples isolated from symptomatic UTI cases were identified by routine  methods. Antimicrobial susceptibility testing was performed by Kirby Bauer disc diffusion method according to CLSI guidelines. Plasmid extraction kit was used for plasmid extraction.
Findings: All the isolated samples  proved sensitive to meropenem. The resistance rates of E.coli were as follows: 81% for amoxycillin, 64% for tetracycline,21% for ciprofloxacin, 16% for cefepime and ceftazidime, 15% for ceftriaxone, cotrimoxazole and tubramycin, 12% for gentamicin, 5% for nitrofurantoin, and 1% for amikacin. Plasmid profile investigations showed the isolated E.coli carried plasmid ranging from 21KD to 1/5KD in size. The number of plasmid in each of these isolates ranged from one to eight of different sizes. The E.coli isolates contained a common plasmid with a molecular weight of 21 KD which proved to enjoy resistance to, amoxicillin and possibilly tetracycline. 
Discussion & Conclusion: There are doubts as to the role of tetracycline and amoxicillin for empiric therapy of UTI. Meropenem amikacin, nitrofurantoin, gentamicyn and ciprofloxacin are active against the great majority of UTI associated E.coli. 1KD R-plasmid reservoir may contribute to the spread of amoxicillin and probablly tetracycline resistance in our region.
Keywords:  disc diffusion, UTI, Plasmid profile and E.coli.
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چکیده 


مقدمه: بررسی الگوی مقاومت آنتی بیوتیک و پروفایل پلاسمیدی صد نمونه ایزوله اشرشیاکلی جدا شـــــده از عفونت های ادراری در شهر ایلام هدف این مطالعه است. 


مواد و روش ها: ایــزوله ها با روش های مرسوم تشخیص داده شد. تست حساسیت آنتی بیوتیک به وسیله روش دیسک- دیفیوژن (کربی بائر)براساس معیارهای CLSI انجام گرفت. استخراج پلاسمید با استفاده از کیت انجام گرفت. 


یافته های پژوهش: همه ایزوله ها به مروپنم حساس بودند. میزان مقاومت به آنتی بیوتیک های مختلف به ترتیب ذیل بود: آموکسی سیلین 81 درصد، تتراسایکلین 64 درصد، سیپروفلوکساسین 21 درصد سفپیم و سفتاریدیم 16 درصد، سفتریاکسون، کوتریمکسازول و توبرامایسین 15 درصد، جنتامیسین 12 درصد، نیتروفورانتوئین 5 درصد و آمیکاسین 1 درصد. مطالعات پروفایل پلاسمیدی نشان داد که ایزوله های E.coli حاوی پلاسمیدهایی با اندازه هایی از 5/1 تا21 کیلو دالتون حمل بودند. 88 درصد ایزوله های E.coli دارای یک پلاسمید عمومی با وزن مولکولی 21 کیلو دالتون بودند که عامل مقاومت به آموکسی سیلین و احتمالاً تتراسایکلین می باشند. 


بحث و نتیجه گیری: مروپنم، آمیکاسین، نیتروفورانتوئین، جنتامیسین و سیپروفلوکساسین برای درمـــــان اکثریت عفونت های مجاری ادراری مرتبط با E.coli مناسب هستند. پلاسمید 21 کیلو دالتونی ممکن است در گسترش مقاومت به آموکسی سیلین و تتراسایکلین دراین منطقه نقش داشته باشد. 
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